ISCR1 associated with blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2 genes in IncN and IncFIIA plasmids isolated from Klebsiella pneumoniae of nosocomial origin in Mérida, Venezuela by Millán, Beatriz et al.
268
Biomédica 2013;33:268-75Millán B, Castro D, Araque M, et al.
Contribución de los autores: 
Beatriz Millán, David Castro y Bárbara Ghiglione hicieron la caracterización fenotípica y molecular de las cepas estudiadas, así 
como el análisis bioinformático.
Gabriel Gutkind y María Araque diseñaron el estudio, la discusión crítica y la escritura final del manuscrito. 
ARTÍCULO ORIGINAL
Biomédica 2013;33:268-75
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v33i2.774
ISCR1 asociado con genes blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2 en plásmidos IncN e 
IncFIIA aislados en Klebsiella pneumoniae de origen hospitalario 
en Mérida, Venezuela
Beatriz Millán1, David Castro1, María Araque1, Bárbara Ghiglione2, Gabriel Gutkind2
 1  Laboratorio de Microbiología Molecular, Facultad de Farmacia y Bioanálisis, Universidad de Los Andes, Mérida,  
 Venezuela 
 2  Cátedra de Microbiología, Facultad de Farmacia y Bioquímica, Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires,   
 Argentina
   Institución donde se llevó a cabo el trabajo: Laboratorio de Microbiología Molecular, Facultad de Farmacia y  
 Bioanálisis, Universidad de Los Andes, Mérida, Venezuela.
Introducción. Las secuencias de inserción tales como ISCR1 promueven la captura, transposición y 
expresión de los genes blaCTX-M, facilitando, de esta manera, su diseminación rápida en la población 
bacteriana.
Objetivo. Se determinó la presencia del elemento ISCR1 y su asociación con genes blaCTX-M-1 y 
blaCTX-M-2 en plásmidos de diferentes grupos de incompatibilidad en Klebsiella pneumoniae de origen 
hospitalario.
Materiales y métodos. Se aislaron tres cepas de K. pneumoniae con sensibilidad disminuida 
a cefalosporinas de amplio espectro, de neonatos con septicemia hospitalaria. La presencia de 
β-lactamasas de espectro expandido (BLEE) fue determinada fenotípicamente. Los plásmidos se 
aislaron y clasificaron según grupos de incompatibilidad por tipificación del replicón por reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR). Los genes blaBLEE y su asociación a ISCR1 se determinaron por PCR 
y secuenciación directa, usando varios juegos de iniciadores.
Resultados. Todas las cepas demostraron un perfil fenotípico indicativo de producción de BLEE, 
transferibles por conjugación. Los ensayos de PCR para para cefotaximasas (CTX-M) y el análisis 
de la secuenciación, revelaron que las cepas portaban genes blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2. Estos genes se 
encontraron en plásmidos conjugados de 150 kb, aproximadamente, relacionados con los grupos IncN 
e IncFIIA, respectivamente. ISCR1 se encontró ‘aguas arriba’ (upstream) y asociado con los genes 
blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2
.
Conclusión. Este es el primer reporte realizado en Venezuela donde la presencia de ISCR1 está 
estrechamente asociada con la movilización de los genes blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2 en plásmidos conjugativos 
IncN y IncFIIA en cepas de K. pneumoniae que circulan en una Unidad de Alto Riesgo Neonatal.
Palabras clave: Klebsiella pneumoniae, plásmidos, infección hospitalaria, beta-lactamasas, cefotaxima, 
elementos transponibles de ADN.
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ISCR1 associated with blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2 genes in IncN and IncFIIA plasmids isolated from 
Klebsiella pneumoniae of nosocomial origin in Mérida, Venezuela
Introduction: Insertion sequences such as ISCR1 promote capture, transposition and expression of 
blaCTX-M genes. Thus, gene dissemination in bacterial populations occurs rapidly.
Objective: To determine the presence of ISCR1 sequence genes and their association with blaCTX-M-1 and 
blaCTX-M-2 on plasmids IncN and IncFIIA from K. pneumoniae of nosocomial origin, was determined.
Materials and methods: Three strains of K. pneumoniae with reduced susceptibility to extended-
spectrum cephalosporins were isolated from neonatal sepsis cases of nosocomial origin. Phenotypic 
tests showed the presence of ESBLs. Plasmids were isolated and classified according to incompatibility 
groups by PCR replicon typing. Detection and association of ISCR1 with blaCTX-M genes were determined 
by PCR and direct sequencing through the use of several sets of PCR primers.
Results: All strains showed phenotypic profile consistent with ESBL-producing transferred by 
conjugation. PCR amplification assay for CTX-M together with sequencing analysis revealed that 
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strains carrying blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2 genes were localized in plasmids of approximately 150 kb related 
to IncN and IncFIIA groups, respectively.  ISCR1 was found upstream and associated with blaCTX-M-1 y 
blaCTX-M-2 genes.
Conclusion. Thus far, this is the first Venezuelan report, in which ISCR1 presence is closely related 
to blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2 gene mobilization in IncN and IncFIIA conjugative plasmids located in K. 
pneumonaiae strains circulating at a neonatal high risk unit. 
Key words: Klebsiella pneumoniae, plasmids, cross infection, beta-lactamases, cefotaxime, DNA 
transposable elements.
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La epidemiología de las β-lactamasas de espectro 
extendido (BLEE) ha cambiado drásticamente en 
los últimos años. Hasta finales de la década de 
los años 90, las BLEE de tipo TEM y SHV fueron 
las más frecuentemente asociadas con Klebsiella 
pneumoniae en todo el mundo (1). Sin embargo, 
en la actualidad las β-lactamasas TEM y SHV 
han disminuido su prevalencia notablemente, 
mientras que la diseminación de las BLEE de tipo 
cefotaximasas (CTX-M) se han incrementado en 
todos los continentes, en ambientes hospitalarios 
y extrahospitalarios, en humanos y animales; 
también se ha aislado en una gran variedad de 
especies de enterobacterias (1,2). La primera 
descripción de CTX-M fue hecha en 1989 y hasta el 
presente se conocen un poco más de 120 variantes 
genéticas (www.lahey.org/studies). Estas variantes 
se clasifican en cinco subgrupos principales según 
la homología de sus aminoácidos: CTX-M-1, CTX-
M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-M-25 (1-3).
En la rápida diseminación de los genes blaCTX-M 
se han involucrado diversos elementos genéticos, 
como las secuencias de inserción ISCR1, IS26, 
IS903 e ISEcp1, las cuales potencialmente 
facilitan la captura, transposición y expresión de 
estos genes (1,3,4). La secuencia ISCR1 se asocia 
estrechamente con integrones de clase 1 y se le 
atribuye la particularidad de movilizar, además de 
genes blaBLEE, otros factores determinantes de 
resistencia, como qnr  y dfr10, mediante mecanismos 
de transposición denominados rolling-circle (5-7).
Por otra parte, los plásmidos contribuyen de forma 
importante en la diseminación horizontal de genes 
de resistencia. Recientemente, se ha incrementado 
el interés por caracterizar los plásmidos de 
acuerdo con sus grupos de incompatibilidad (Inc), 
y su relación con la diseminación y distribución de 
BLEE (8). En cepas de origen clínico, los genes 
blaCTX-M se localizan en plásmidos grandes (40-350 
kb) y transferibles; de acuerdo con su maquinaria 
de replicación, se clasifican comúnmente dentro 
de los grupos de incompatibilidad IncF, I, N, P 
y, con menor frecuencia, en los grupos IncA/C y 
L/M (8,9). El análisis del ambiente genético de los 
genes blaCTX-M puede revelar detalles interesantes 
relacionados con la adquisición, movilización y 
diseminación de estas β-lactamasas.
Recientemente, Millán, et al. (10), reportaron la 
presencia de un plásmido conjugable del grupo 
IncF/FIB en Citrobacter freundii productor de BLEE 
de tipo CTX-M-14. Sin embargo, en Venezuela los 
estudios relacionados con el contexto genético de 
los genes codificantes para BLEE, especialmente 
los referentes a CTX-M, son escasos. Por tal motivo, 
en este trabajo determinamos la presencia de la 
secuencia ISCR1 y su asociación con genes blaCTX-
M-1 y blaCTX-M-2 en plásmidos de diferentes grupos 
de incompatibilidad en cepas de K. pneumoniae de 
origen hospitalario.
Materiales y métodos
Cepas bacterianas
Se estudiaron tres cepas de K. pneumoniae 
(LMMKp27, LMMKp28 y LMMKp29) con 
disminución de la sensibilidad a las cefalosporinas 
de amplio espectro, pertenecientes a la colección 
del Laboratorio Bacteriología Clínica “Dr. Roberto 
Gabaldón” de la Facultad de Farmacia y Bioanálisis, 
Universidad de Los Andes, Mérida, Venezuela. 
Estas cepas relacionadas clonalmente se aislaron 
durante un brote de septicemia hospitalaria ocurrido 
en el año 2010, en neonatos recluidos en la Unidad 
de Alto Riesgo Neonatal del Instituto Autónomo 
Hospital Universitario de Los Andes, Mérida, 
Venezuela (Ghiglione B, Milllán B, González A, 
Gutkind G, Araque M. Klebsiella pneumoniae 
productora de CTX-M-2 aislada en una unidad 
de alto riesgo neonatal en Venezuela. Actas del 
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XX Congreso Latinoamericano de Microbiología. 
Septiembre 27-30, 2010, Montevideo, Uruguay).
Detección fenotípica de BLEE y determinación 
de la sensibilidad antimicrobiana
Inicialmente, se hizo la evaluación fenotípica de 
las cepas para detectar β-lactamasas de espectro 
expandido (BLEE), mediante el ensayo de sinergia 
del doble disco (11). Posteriormente, se determinó 
la concentración inhibitoria mínima (CIM), mediante 
el método de dilución en agar, de acuerdo con lo 
establecido por el Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI) (11). Los antimicrobianos ensayados 
(Valmorca, Mérida, Venezuela) fueron: cefoxitina, 
ceftazidima, cefotaxima, aztreonam, cefotaxima/
ácido clavulánico, piperacilina/tazobactam, mero-
penem, ertapenem, amikacina, tobramicina y 
netilmicina. Se obtuvieron extractos crudos de 
cada cepa por sonicación y la actividad de las 
β-lactamasas se confirmó mediante el método 
de detección iodométrica en agar usando como 
sustrato cefotaxima (12,13). Para estos ensayos se 
utilizaron las cepas Escherichia coli ATCC 25922 
(BLEE -) y K. pneumoniae LMM60 (BLEE +) como 
controles negativo y positivo, respectivamente.
Transferencia por conjugación de genes que 
codifican para BLEE
Los factores determinantes de resistencia BLEE 
de las cepas de K. pneumoniae se transfirieron 
utilizando E. coli J53 resistente a la azida como 
cepa receptora. Las cepas donadoras y la receptora 
se inocularon en caldo Mueller-Hinton (BBL) y se 
incubaron a 37 °C en agitación, hasta alcanzar una 
densidad óptica entre 0,6-0,7 y 600 nm. Los cultivos 
se mezclaron en una proporción de 1:10 a favor de 
la cepa receptora y se incubaron durante toda la 
noche a 37 °C. A partir de este cultivo, se inoculó 
una alícuota 100 µl en placas de agar Mueller-
Hinton con suplemento de 100 µg/ml de azida 
sódica (Sigma) y 2 µg/ml de cefotaxima. El fenotipo 
de las células obtenidas por transconjugación se 
verificó mediante las pruebas de sensibilidad de 
detección iodométrica en agar y PCR.
Extracción y análisis de plásmidos
Los plásmidos de las células obtenidas por trans-
conjugación se extrajeron mediante lisis alcalina 
(14), se visualizaron en geles de agarosa al 0,8 %, se 
tiñeron con 50 µg/ml bromuro de etidio (Sigma) y se 
fotografiaron con el UVP Biodoc-It System. El tamaño 
de los plásmidos se determinó por comparación 
visual con otros de peso molecular conocidos: 
pLM07/20 (150kb) y pKAM542 (87kb) (10,15). 
Los plásmidos se clasificaron preliminarmente 
de acuerdo con sus grupos de incompatibilidad y 
según el esquema de tipificación del replicón por 
PCR descrito por Carattoli, et al. (16).
Extracción del ADN genómico de las cepas 
de Klebsiella pneumoniae y sus respectivas 
células obtenidas por transconjugación
A partir de cultivos frescos en agar Mueller-Hinton, 
varias colonias de las cepas estudiadas se 
suspendieron nuevamente en 200 µl de agua bides-
tilada estéril ajustándose a una turbidez equivalente 
al patrón Nº 2 de McFarland. Esta suspensión fue 
colocada a ebullición por 10 minutos y se centrifugó 
a 13.000 rpm durante cinco minutos. Seguidamente, 
se transfirió el sobrenadante que contenía el ADN a 
un tubo Eppendorf® estéril, el cual se mantuvo a -20 
°C hasta el momento de su uso.
Detección de genes blaBLEE
La detección de genes codificantes para TEM, 
SHV y CTX-M en las cepas estudiadas, células 
obtenidas por transconjugación y plásmidos, se 
hizo utilizando los iniciadores y condiciones de 
amplificación previamente descritas (cuadro 1). Las 
amplificaciones se llevaron a cabo en un volumen 
final de 25 µl y la mezcla estuvo compuesta por 2,5 
µl del solución tampón de reacción (10X), 1,25 µl 
de MgCl2 (50 Mm), 1,5 de dNTP (10 mM; Fudaim, 
Venezuela), 2,5 µl de cada iniciador (10 pmol/
µl), 0,3 µl de la Taq polimerasa (5 U/µl; Fundaim, 
Venezuela), 12,45 µl de agua bidestilada ultrapura y 
2 µl del ADN extraído. Las amplificaciones por PCR 
se realizaron en un termociclador Perkin Elmer. Los 
productos obtenidos se observaron en geles de 
agarosa al 1 %, teñidos con 50 µg/ml de bromuro 
de etidio, y se fotografiaron con el UVP Biodoc-It 
System. Como marcador de tamaño molecular, se 
utilizó una escalera de 100 pb (Bioneer).
Detección y asociación de ISCR1 con los genes 
blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2
Inicialmente, se verificó la presencia del elemento 
ISCR1 por PCR, y su asociación con los genes blaCTX-
M-1 y blaCTX-M-2 se determinó mediante la combinación 
de varios juegos de iniciadores, siguiendo la 
estrategia del mapeo por PCR (cuadro 1).
Secuenciación de los productos amplificados
Todos los productos obtenidos a partir de las 
amplificaciones por PCR se purificaron utilizando 
el kit PCR-Accuprep (Bioneer) y las secuencias 
nucleotídicas fueron determinadas por el Centro 
de Secuenciación y Procesamiento de Ácidos 
271
Biomédica 2013;33:268-75 ISCR1 asociado con genes blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2
Cuadro 1. Iniciadores utilizados para la amplificación genes blaBLEE y detección de elementos genéticos asociados a los genes 
blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2
Iniciador Secuencia (5´- 3´) Localización Tamaño de Referencia
   amplicón (pb) u origen
TEM F ATAAAATTCTTGAAGACGAAA blaTEM 1105 17
TEM R GACAGTTACCAATGCTTAATCA 
SHV F-S1 GGGTTATTCTTATTTGTCGC blaSHV 886 17
SHV R-S2 TTAGCGTTGCCAGTGCTC 
CTX-M F ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC blaCTX-M-grupo 1000 18
CTX-M R CCGCTGCCGGTYTTATCVCCBAC 
CTX-M-1F GGTTAAAAAATCACTGCGTC blaCTX-M-1 860 19
CTX-M-1R TTGGTGACGATTTTAGCCGC 
CTX-M-2F TTAATGATGACTCAGAGCATT blaCTX-M-2 900 20
CTX-M-2R GATACCTCGCTCCATTTATTGC 
I5 ACCGCCAACTTTCAGCACAT Int1 928 20
I3 GCGTTCGGTCAAGGTTCTGG 
ISEcp1 F TTCAAAAAGCATAATCAAAGC ISEcp1 1546 21
ISEcp1 R CAACCACCTTTCAATCATTTTT 
IS26 F TCACTCCACGATTTACCGCT IS26 500 22
IS26 R CTTACCAGGCGCATTTCGCC 
IS903 F CATATGAAATCATCTGCGC IS903 473 21
IS903 R CCGTAGCGGGTTGTGTTTTC 
341F CGCCCACTCAAACAAACG ISCR1 469 23 
341 R GAGGCTTTGGTGTAACCG 
341F CGCCCACTCAAACAAACG ISCR1- blaCTX-M-2 2100 20,23
blaUp GGCTTCCAGCTGCTGTTGCAC 
341F CGCCCACTCAAACAAACG ISCR1- blaCTX-M-1 2700 19,23
CTX-M-1R GGTGACGATTTTAGCCGC 
Nota: en todas las cepas se evaluó la presencia de genes blaCTX-M-8, blaCTX-M-9 y blaCTX-M-25.
Nucleicos (CeSAAN) del Instituto Venezolano 
de Investigaciones Científicas (IVIC), Caracas, 
Venezuela, mediante electroforesis capilar en 
un secuenciador modelo ABI 3130X2 (Applied 
Biosystem), utilizando los mismos iniciadores para 
la PCR. Las secuencias nucleotídicas resultantes 
se analizaron mediante el uso del programa Basic 
Local Alignment Search Tool (BLAST) del National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) y 
se compararon con las secuencias genéticas 
incluidas en las base de datos (www.ncbi.nlm.nih.
gov/blast/).
Resultados
Todas las cepas de K. pneumoniae estudiadas 
demostraron un perfil típico que indicaba producción 
de BLEE de acuerdo con los resultados de la CIM 
(cefotaxima >256 µg/ml y ceftazidima 8-32 µg/ml). 
La restitución de la sensibilidad a las cefalosporinas 
se observó con el ácido clavulánico (2-4 µg/ml). 
Los fenotipos de resistencia de estas cepas 
coincidieron con lo encontrado en el ensayo de 
sinergia del doble disco y la detección iodométrica 
de la actividad enzimática de BLEE en agar. 
Estas cepas mostraron resistencia asociada con, 
al menos, dos aminoglucósidos (cepas LMMkp27 
y LMMkp28: AMK-TOB y LMMkp29: AMK-NET). 
Las tres cepas fueron sensibles a los antibióticos 
carbapenémicos con CIM entre 0,03 y 0,125 µg/
ml (cuadro 2). Todos los factores determinantes 
de resistencia se transfirieron por conjugación en 
una frecuencia de 10-4 a 10-6 células obtenidas 
por transconjugación/célula donadora. Las células 
obtenidas por transconjugación mostraron un patrón 
de resistencia similar al de las cepas donadoras 
y fueron positivas en el ensayo de sinergia del 
doble disco y el método de detección iodométrica 
en agar. Los marcadores de resistencia a los 
aminoglucósidos fueron cotransferidos con BLEE.
En el cuadro 3 se muestran las características 
genéticas de las células obtenidas por trans-
conjugación obtenidas. Los ADN provenientes de 
las células donadoras, las células obtenidas por 
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transconjugación y plásmidos fueron analizados 
para detectar genes codificantes para las BLEE de 
tipo TEM, SHV y CTX-M. 
Las amplificaciones por PCR con iniciadores 
específicos para CTX-M y el análisis de la 
secuenciación, revelaron que las cepas LMMkp27 
y LMMkp29 portaban genes blaCTX-M-2, mientras que 
el blaCTX-M-1 asociado con blaTEM-1 fue detectado en 
la cepa LMMkp28. Los genes blaCTX-M-2 y blaCTX-M-1 
se localizaron en plásmidos de tamaño aproximado 
a 150 kb, relacionados con los grupos IncFIIA e 
IncN, respectivamente. 
Estos plásmidos se analizaron para detectar 
distintas secuencias de inserción (IS26, ISEcpI, 
IS903 y ISCR1), además de otros genes asociadas 
con los genes bla, encontrándose que en todos los 
casos se detectó la secuencia ISCR1 (469 pb) y 
la IS26 (500pb). Con la estrategia de mapeo por 
PCR y utilizando los iniciadores 341F–blaUp en los 
pLMMkp27 y pLMMKp29, se obtuvo un amplicón 
de 2.100 pb. El análisis de la secuenciación 
determinó que la ISCR1 se encontraba a 260 
pb aguas arriba y en la misma dirección del gen 
blaCTX-M-2. En el caso del pLMMkp28, un amplicón 
de aproximadamente 2.700 pb se obtuvo con los 
iniciadores 341F–CTX-M-1R. De igual forma, se 
pudo deducir que el ISCR1 se encontraba aguas 
arriba y en el mismo sentido que el gen blaCTX-M-1.
Discusión
Desde hace más de una década se ha reportado K. 
pneumoniae multirresistente productora de BLEE 
como causante de brotes de infección hospitalaria 
en neonatos recluidos en la Unidad de Alto Riesgo 
Neonatal del Instituto Autónomo Hospital Universitario 
Cuadro 3. Características genéticas de las cepas obtenidas por transconjugación de Escherichia coli J53
Características Transconjugación de E. coli J53
genéticas EC-LMMkp27 EC-LMMkp28 EC-LMMkp29
Genes bla   
TEM - -1 -
SHV - - -
CTX-M -2 -1 -2
Contenido plasmídico 150 kb 150 kb 150 kb
Grupo Inc FIIA N FIIA
Int + + +
Elementos de inserción   
ISCR1 + + +
ISEcp1 - - -
IS903 - - -
IS26 +  + +
ISCR1- blaCTX-M-1 - + -
ISCR1- blaCTX-M-2 + - +
Cuadro 2. Fenotipo de sensibilidad de las cepas de Klebsiella pneumoniae estudiadas
Antibióticos Cepas de Klebsiella pneumoniae 
 CIM (µg/ml)  
 LMMkp27 LMMkp28 LMMkp29 E. coli J53*
Cefoxitina 4 8 4 <1
Ceftazidima 32 8 32 0,125
Cefotaxima 256 >256 256 <0,03
Cefotaxima/ácido clavulánico 4/4 2/4 2/4 0,125
Piperacilina/tazobactam 64/4 32/4 32/4 0,06
Aztreonam >64 32 >64 0,125
Meropenem 0,125 0,06 0,125 0,03
Ertapenem 0,06 0,03 0,06 0,03
Amikacina >64 64 128 0,25
Tobramicina 32 32 64 0,125
Netilmicina 8 4 >32 0,25
Otras pruebas    
SDD + + + -
DIA + + + -
*: cepa bacteriana receptora para ensayos de conjugación; SDD: sinergia del doble disco; DIA: detección iodométrica en agar.
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de Los Andes (Mérida, Venezuela). Estos brotes 
se han caracterizado por una situación epidemio-
lógica compleja, en la cual se han involucrado 
clones diferentes, presencia de distintas BLEE y 
sus combinaciones, así como diversas estructuras 
genéticas que portan genes blaBLEE (15,24,25). 
Actualmente, esta situación se mantiene. 
Las tres cepas de K. pneumoniae analizadas 
en este estudio provenientes de neonatos con 
septicemia hospitalaria, aisladas en el año 2010, 
portaban genes que codifican para BLEE de tipo 
CTX-M; en dos de estas (LMMkp27 y LMMkp29) se 
detectaron genes blaCTX-M-2, mientras que el blaCTX-
M-1 se encontró en la cepa LMMkp28. En ambos 
casos, la producción de las β-lactamasas CTX-M se 
asociaron con resistencia a los amino glucósidos. 
Algunos autores consideran este fenómeno de 
corresistencia en Enterobacteriaceae productoras 
de CTX-M, como uno de los factores que favorecen 
el proceso de selección de genes blaCTX-M, lo cual 
resulta en una alta incidencia y distribución en la 
población bacteriana (1,2). 
En este contexto, los resultados de este estudio 
permitieron determinar que los genes blaCTX-
M-1 y blaCTX-M-2 se localizaron en plásmidos por 
conjugación de aproximadamente 150 kb, 
pertenecientes a los grupos de incompatibilidad 
IncN e IncFIIA, respectivamente. 
Diestra, et al. (26) y Marcadé, et al. (27), reportaron 
resultados similares; ellos encontraron genes blaCTX-
M-1 en plásmidos del grupo IncN en cepas de E. coli 
y K. pneumoniae de origen clínico. Sin embargo, 
Moodley y Guardabassi (28) y García-Fernández, 
et al. (29), afirman que los plásmidos IncN están 
involucrados en la transmisión de genes blaCTX-M-1 
cuyo reservorio es principalmente animal. Este 
hallazgo puede ser sustentado por el uso y el abuso 
de cefalosporinas en la medicina veterinaria. Los 
plásmidos IncN se consideran de amplio espectro 
bacteriano. Por el contrario, los plásmidos IncF 
son de estrecho rango, limitándose especialmente 
a los miembros de la familia Enterobacteriaceae, 
pero su gran versatilidad de adaptación celular y 
evolución de sus mecanismos de replicación, los 
relacionan con la diseminación abrupta de las más 
relevantes variantes de BLEE de tipo CTX-M en 
humanos (30); esta afirmación es avalada por los 
resultados obtenidos en este trabajo. 
Las BLEE de tipo CTX-Ms se derivan de las 
β-lactamasas cromosómicas de especies de 
Kluyvera y la movilización de los genes blaCTX-M ocurre 
gracias a la asistencia de los llamados elementos 
de inserción, tales como ISCR1 (6). Esta secuencia 
de inserción anteriormente llamada orf513, que 
codifica para una recombinasa hipotética y que 
suele encontrarse en integrones de clase 1, se ha 
asociado previamente con genes blaCTX-M-2, blaCTX-M-9 
y blaCTX-M-14 (2). En este estudio pudimos determinar 
la presencia del ISCR1 a 260 pb aguas arriba y 
en el mismo sentido que el gen blaCTX-M-2. Por otra 
parte, se ha descrito que los genes blaCTX-M-1 están 
más frecuentemente asociados con la secuencia 
de inserción ISEcp1 (19,31). Sin embargo, Su, et 
al., (32) reportaron por primera vez genes blaCTX-
M-1 asociados con el elemento ISCR1, formando 
parte de un integrón de clase 1 en cepas de E. coli 
aisladas del hospital de la Universidad de Jiangsu 
en China. Una estructura genética semejante fue 
encontrada en la cepa LMMKp28 del presente 
estudio, donde el gen blaCTX-M-1 se asoció con el 
ISCR1. Estos resultados podrían estar indicando la 
presencia de una plataforma genética poco común, 
lo que requerirá una caracterización más detallada 
en estudios futuros. No obstante, los hallazgos 
obtenidos sugieren que el elemento de ISCR1 ha 
promovido los eventos de expresión y movilización 
de los genes blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2, así como los 
mecanismos de recombinación entre los diferentes 
plásmidos estudiados.
En conclusión, esta es la primera descripción 
realizada en Venezuela, en la cual la presencia 
de ISCR1 está estrechamente asociada con la 
movilización de los genes blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2 en 
plásmidos por conjugación de diferentes grupos 
de incompatibilidad, IncN y IncFIIA, en cepas de 
K. pneumoniae que circulan en la Unidad de Alto 
Riesgo Neonatal del Instituto Autónomo Hospital 
Universitario de Los Andes. En este estudio se 
enfatiza la necesidad de aplicar políticas estrictas 
para el uso de los antibióticos e implementar 
medidas para la contención epidemiológica de los 
genes que codifican para las BLEE.
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